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et al. 1998, De Cosa et al. 2001, Kumar & Daniel 2004）。しかし、葉緑体の遺伝子組換えが日常
的に行われ、様々な組換え体が得られているのは、事実上タバコに限られており、この技術を
レタスやトマト、イネといった主要な作物へ適用した例は未だ多くない（Lelivelt et al. 2005,








質であるフェリチンをコードする遺伝子を導入した例が報告されている（Goto et al. 1999, Lucca
et al. 2002, Drakakaki et al. 2005,）。
フェリチンは動物、植物、細菌等ほぼ全ての生物種において見られる多量体タンパク質であ
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る重要な役割を担っていることが示唆されている（Yang et al. 2010, Li et al. 2013）。
























タス（Lactuca sativa cv. Cisco）から抽出した全 DNA を鋳型に、葉緑体ゲノムにある IR 領域









図 1 に示すように、フェリチン遺伝子のプロモーターには PpsbA、ターミネーターには
Trps16、aadA 遺伝子のプロモーターには Prrn、ターミネーターには TpsbA をそれぞれ使用
した。
b）レタス葉緑体の形質転換
遺伝子導入に用いる外植片には、MS（Murashige & Skoog）培地（スクロース 30g/L、ア
ガー 8g/L）を含むプラントボックスで無菌的に約 1～2 カ月間生育させたレタスの葉を使用し
た。なお、生育中の容器の封にはサージカルテープを使用した。まず、クリーンベンチ内で、




大きさに応じて 2 から 4 等分したものを、表面が上になるように、かつ全体が密着するように
置床した。その後アルミホイルで遮光し、24℃ の植物用インキュベーターで一日間静置した。
25mg の金粒子（φ0.6μm）を含む 1.2mL のエタノール懸濁液から、1 回分あたり 110μL を
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取り分け、液中の金粒子をエタノールで洗浄した後、滅菌水 230μL を加え懸濁した。ここに
250μL の塩化カルシウム（2.5M）、25μg のプラスミド DNA、50μL のスペルミジン（0.1M）
を加え 10 分間氷上で静置し、その間 1 分ごとに 10 秒間ボルテックスミキサーで懸濁すること




最上段に置き、撃ち込まれるレタスの葉を下から 5 段目に置いた。1 回の実験で 10 ショット
行った（レタスの葉 20 枚分に相当）。金粒子が撃ち込まれた葉を遮光した状態で 24℃ の植物
用インキュベーターに 2 日間静置した後、「まな板」上の葉をカミソリの刃で細かく（4mm
角）切り分け、シャーレ内の選抜培地（前培養培地＋スペクチノマイシン 30mg/L）に、葉の
表面が下側になるように素早く置床した。培地上に乗せる葉切片はシャーレ 1 枚あたり 15～
16 枚とし、封にはサージカルテープを使用した。この葉切片を 24℃ の植物用インキュベー









植物が適当な大きさ（主脈の長さが 3cm 以上の葉が 3 枚程度あり、0.1g のサンプル量が確
保できる）になったとき、DNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN）を使用し、葉から全 DNA を抽
出した。抽出した DNA を鋳型に、GO Taq DNA polymerase（Promega）を用いてフェリチ
寺地 徹 93
ン遺伝子と選抜マーカー aadA に特異的なプライマーペア（ferritin-aadA）による PCR を行い、
再分化個体における目的遺伝子の有無を調べた。PCR の条件は、反応液量 20μL、94℃3 分の
変性後、変性 94℃1 分、アニーリング 55℃1 分、伸長反応 72℃1 分のサイクルを 30 回とした。
続いて Ex Taq（Takara）を用いて、葉緑体 DNA 配列（ベクターと葉緑体ゲノムとの相同領
域である rps7/12 の外側に位置する）と、フェリチン遺伝子に特異的なプライマーペア（rps7/
12 -ferritin）、及び同じく葉緑体 DNA 配列（相同領域 16SrRNA の外側の配列）と、aadA に
特異的なプライマーペア（aadA -16SrRNA）による PCR を行い、目的遺伝子が葉緑体ゲノム
の標的部位に導入されているかを調べた。条件は、反応液量 50μL、94℃3 分の変性後、変性
94℃30 秒、アニーリング 55℃30 秒、伸長反応 68℃3 分のサイクルを 25 回とした。この実験
に用いたプライマーペアの結合部位を図 3 に、塩基配列を表 1 にまとめた。


















からDNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN）を使用して全DNAを抽出し、その2μgをSacII（NEB）
で処理した後、0.8％ のアガロースゲルで電気泳動した。電気泳動後、DNA をナイロン膜
（Biodyne Plus、Pall）に転写した。プローブは 2 種類の方法で調製した。標的部位に特異的な
葉緑体プローブは、野生型レタスの全 DNA を鋳型に PCR を行い、葉緑体ゲノムの標的部位
を含む DNA 断片を増幅し、DIG DNA Labeling Kit（Roche）のランダムヘキサマーを用いて
標識した。また、導入遺伝子に特異的なプローブは、PCR DIG Labeling Mix（Roche）を用い
て標識した。実験に用いたプローブの位置と予想される検出断片のサイズを図 3 に記す。なお、
ハイブリダイゼーションは 68℃ で一晩行い、アルカリフォスファターゼの基質に CDP-Star
（Applied Biosystems）を用いて発光法によりシグナルを検出した。これらハイブリダイゼー
ション、ポストハイブリダイゼーション及びシグナル検出は、全てマニュアル（DIG application
manual for filter hybridization、Roche）記載の方法で行った。
f）Northern 解析
組換え体及び野生型レタスの葉より、RNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN）を用いて、添付プ




ダイゼーション及びシグナルの検出は、全てマニュアル（DIG application manual for filter
hybridization、Roche）記載の方法に従った。
g）SDS-PAGE 及び Western 解析
組換え体及び野生型レタスの葉 0.1g を氷で冷却した乳鉢に入れ、タンパク質抽出バッファー
（20mM Tris-HCl（pH7.5）、100mM 塩化ナトリウム、20mM EDTA、1mM 塩化マグネシウム、
1%（V/V）2－メルカプトエタノール、1mM フッ化フェニルメチルスルホニル、0.1%（W/V）
1, 10－フェナントロリン）を 1mL 加え、乳棒ですりつぶした。抽出物を 14,000rpm、25 分間、
4℃ で遠心後、上清を回収した。タンパク質の定量は BSA をスタンダードに、RC DC Protein
Assay Kit（Bio-Rad）を使用して行った。
抽出したタンパク質を 2 枚の 12.5％ ポリアクリルアミドゲルを使用して同時に泳動し、1 枚
のゲルは CBB 染色（Bio Safe、Bio-Rad）、もう 1 枚のゲルは転写にそれぞれ使用した。転写
装置はトランスブロット SD（Bio-Rad）を使用し、12V の電圧を 20 分間かけ、ゲル中のタン
パク質をニトロセルロース膜（Hybond-ECL、Amersham Biosciences）に転写した。Western
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解析のブロッキング及び検出には、ECL Advance Western Blotting Detection Kit（Amersham
Biosciences）を使用した。フェリチンを検出するため、フェリチンに対する一次抗体（電力
中央研究所より譲渡していただいた）を 2,000 倍に希釈して反応させた。ペルオキシダーゼを
結合させた二次抗体（抗ウサギ IgG、Wako）は 5,000 倍に希釈して使用した。
h）水耕栽培と表現型の調査
組換え体 A 系統、B 系統（共に T1）、及び野生型レタスを、微粉ハイポネックスを 1,000 倍
希釈した水溶液を用いて水耕栽培にて育成し、その外観を観察した。
i）クロロフィル量の測定





各個体の本葉を切り取り、主脈を除いた部分 0.6g を液体窒素中で粉砕、5mL の HCl（0.1M）
に懸濁して 10 分間転倒撹拌した後、4℃、8,000rpm で 10 分間遠心し、上清を回収した。この
上清 50μL に Tris-HCl（pH8.0）50μL を加え、pH 試験紙を用いて pH が 2 以上である事を確認









で再分化した 3 つのシュート（シュート 1、2、3）のうち、PCR により導入遺伝子の存在が確
認できたシュート 1 を 2 つに切り分け、A 及び B の 2 系統としたものである。また、これら
の個体は自殖により次世代（T1）の種子を得ることができた。本報告では、T0 世代は A 系統
のみを、T1 世代は A、B の 2 系統のデータを示した。
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c）Southern 解析
組換え体 T0、T1 世代及び野生型レタスから抽出した全 DNA を用いて Southern ハイブリダ




子プローブで検出されたものと同じ 4.0kb のバンドのみが検出された（図 4）。
図 4 サザンハイブリダイゼーション























組換え体 T0、T1 世代及び野生型レタスから抽出した全 RNA とフェリチン遺伝子プローブ
を用いて行った Northern ハイブリダイゼーションでは、予想される 760bp の大きさのバンド
が、組換え体にのみ観察された。T1 世代の実験結果を図 5 に示す。
図 5 ノーザンハイブリダイゼーション
e）SDS-PAGE 及び Western 解析
組換え体及び野生型レタスから調製した全タンパク質を用いて行った SDS-PAGE 後の CBB
染色では、T0、T1 世代共に組換え体と野生型レタスの間でバンドパターンに違いは見られな
かった。T1 世代の実験結果を図 6 に示す。
図 6 SDS-PAGE
フェリチン抗体による Western 解析では、T0、T1 世代共に、組換え体において 25kDa の位
置に ECL の発光シグナルが検出された。また、T1 世代を用いた実験では、野生型においても
組換え体と同じ 25kDa の位置に、弱いシグナルが検出された（図 7）。
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f）水耕栽培で育成した植物体の比較
組換え体 T1 世代及び野生型レタスを、ハイポネックスを肥料として与えた水耕栽培で 4 週
間育成したときの様子を図 8 に示す。組換え体 A 系統では 4 個体のうち 2 個体が著しい生育


















レタスの葉緑体に導入するべく、合計 214 回のパーティクルボンバードメントを行った（表 2）。
当初、金粒子の調製は栽培タバコの場合と同様に行い、また、ボンバードメントの条件は、レ
タスの栽培品種の一つであるシスコを材料に葉緑体ゲノムに aadA 遺伝子を導入した先行研究
（Kanamoto et al. 2006）に倣って実験を行っていたが、シュートを得ることはできなかった。
そこで、シスコを含む 17 品種のレタスの葉を 4mm 角に刻み、再分化培地に置床して培養し、
最も再分化率の良かった（データ未掲載）キングクラウンに材料を変更した。加えて、パー
ティクルボンバードメントのショットの圧力や選抜培地中のスペクチノマイシンの濃度などい
くつかの条件を検討したが、組換え体は得られなかった（144 ショットで 0 個体）。一方、後
に発表されたレタスの葉緑体形質転換プロトコール（蘆田ら 2012）を参考に実験方法を改善
したところ、組換え体を得ることができた（70 ショットで 1 個体）。改善前と比較すると、ボ
ンバードメントに使用する金粒子の濃度は約 2 分の 1、DNA の量は 1.5 倍であり、ラプチャー












今回作出した組換えレタスは、図 8 に示したとおり、A 系統の T1 2 個体（A2、A3）を除い
ては野生型と遜色のない外観を呈し、約 2 倍の鉄含有量を示した。これにより、組換え体の葉
緑体中で強発現しているフェリチンは、鉄貯蔵能を有することが示された。しかしながら、









違いがみられるか、興味がもたれるところであるが、水耕で育てた組換え体 A1, A2, B1～B4
と野生型には、外見上大きな違いはなかった。一方、前節で触れた、組換え体 A3、A4（図 8、
上段中央の右下及び左上）は極端な生育不良を生じた。A3 は図 7 で示したノーザン解析で、
ひときわ強いシグナルが検出された個体であり、RNA の転写量は他と比べて非常に多いこと








































クラミドモナスで方法が確立しているだけである（Remacle et al. 2006）。一方、近年、msh1
など高等植物のミトコンドリアゲノムの構造に影響をおよぼす核遺伝子が何種類か同定されて
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Development of new biotechnological methods that exploit
the information on nuclear and cytoplasmic genomes
and their application to the crop breeding
Toru TERACHI
Abstract
Plant Organelle Genomics Research Center was newly established in April 2013 under the
Research Organization of Kyoto Sangyo University, being succeeded a previous research center
(Plant Organellar Genome RC). The aim of this center is to produce useful crops for human beings
by advanced biotechnologies. In order to achieve this goal several studies related to plant
organelle genome (i. e. chloroplast and mitochondrial genome) have been conducted. In this report,
the first trial to produce transplastomic lettuce is briefly documented, and some data on the
transplastomic lettuce lines obtained in our experiment are presented. The transplastomic lettuce
contained a soybean ferritin gene in the chloroplast genome, and its transcription and translation
were proved by molecular methods. Compared with wild-type plants, the iron content in the
leaves of the transplastomic plants increased twofold, showing the potential of chloroplast
transformation technology to improve nutritional value of leaf vegetables.
Keywords: chloroplast, genetic engineering, lettuce, iron content, ferritin
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